再生障碍性贫血（AA）的发病与自身免疫性T细胞功能亢进有关，即髓系树突状细胞（mDC）数量增多、功能增强，引起下游Th1细胞及细胞毒性T细胞（CTL）功能亢进。目前，AA患者的一线治疗选择包括免疫抑制治疗（IST）及HLA相合同胞供者HSCT[@b1]--[@b2]。但是由于IST起效缓慢，一次IST无效患者有可能错失HSCT最佳治疗时机，因此了解IST后造血及免疫恢复规律，同时寻找能可靠反映IST疗效的早期预测指标十分重要。本文我们主要对SAA患者IST疗效预测因素及IST后造血和免疫恢复规律研究现状综述如下。

一、AA患者IST疗效预测

（一）残存造血细胞量的异常

1．年龄、性别：既往多数研究都支持年龄指标作为AA患者IST疗效的预测因素，儿童AA患者IST疗效优于18岁以上患者[@b3]。Scheinberg等[@b4]报道儿童、年轻成人及\>40\~50岁成人AA患者IST反应率分别为70%\~80%、60%\~70%、50%\~60%。EBMT研究2002−2008年接受IST的192例新诊断SAA患者，证实不同年龄组SAA患者（\<20岁、20\~40岁、40\~60岁、\>60岁）5年生存率分别为100%、92%、71%、56%，IST疗效与年龄相关，年龄越小，生存率越高[@b5]。既往有研究观察到男性AA患者IST反应略优于女性患者，而且年轻女性患者骨髓造血恢复相对较慢[@b6]，但性别对IST疗效的预测作用尚需进一步多中心和大样本的前瞻性临床研究予以证实。

2．诊断分型（疾病严重程度）：按照Camita标准将EBMT研究的192例重型AA（SAA）患者分为极重型AA（VSAA）及SAA组，6年总生存率分别为（66±6）%及（82±4）%，疾病越严重，IST疗效越差[@b5]。Kojima等[@b7]研究119例1\~18岁新诊断SAA患者IST疗效，发现VSAA和SAA患者IST疗效相近，1年缓解率均达到70%，虽然VSAA组、SAA组感染发生率、总生存率差异无统计学意义，但VSAA组血流感染、肺炎、脾脓肿等严重感染发生率高于SAA组，且发热（≥38 °C）持续时间较长。但一项来自德国的多中心前瞻性研究观察接受IST的146例儿童SAA（VSAA 97例）患者疗效，结果显示VSAA组完全缓解（CR）率高于SAA组（69%对44%），5年总生存率也高于SAA组（93%对81%），提示中性粒细胞绝对计数（ANC）\<0.2×10^9^/L预示IST更高的治疗反应率，与多数研究结论相反，可能是由于该研究VSAA组联合G-CSF治疗，发挥促造血及免疫调节作用，而SAA组未使用G-CSF治疗，同时异常免疫激活在VSAA患者发病机制中可能发挥更为关键的作用，IST抑制异常免疫后，造血重建更有效[@b8]。

3．残存造血指标（血细胞减少程度）：既往研究均报道治疗前AA患者血细胞计数与IST疗效相关。NIH回顾性研究1989−2005年316例SAA患者IST反应预测因素，发现网织红细胞绝对值（ARC）≥25×10^9^/L及淋巴细胞绝对值（ALC）≥1×10^9^/L与ARC及ALC更低患者相比，6个月反应率分别为83%对41%，5年生存率分别为92%对53%，通过多因素分析发现年龄小、病情轻及ARC和ALC高的患者IST 6个月反应率好，尤其ARC及ALC可以联合作为SAA患者IST有效的预测因素，对SAA患者IST预后评估有重要意义[@b3]。但Scheinberg等[@b9]研究显示，ARC对于年龄\<18岁的SAA患者具有疗效预测作用，77例\<18岁SAA患者中ARC\<25×10^9^/L和ARC≥25×10^9^/L者治疗反应率分别为65%和90%，但ALC水平并没有IST疗效预测价值。国内单中心报道回顾性分析AA患者IST疗效，IST后6个月获得血液学反应患者中位ARC、ANC基线水平均高于未获得血液学反应者，提示ARC、ANC可用于预测AA患者IST近期疗效[@b10]。

（二）残存造血细胞质的异常（遗传背景）

1．克隆性造血及基因改变：近年通过二代测序证实近50%的AA患者存在克隆性造血，最常见的单基因突变是DNMT3A基因突变（8.4%），若伴随ASXL1突变，与PIGA或BCOR/BCORL1基因突变患者相比，对IST反应更差，且总生存期更短，而合并染色体+8或del（13q）的AA患者对IST反应更好[@b11]--[@b12]。Hosokawa等[@b13]将既往诊断合并del（13q）的22例"骨髓增生异常综合征不能分类（MDS-U）"患者分为单纯del（13q）和del（13q）合并其他遗传学异常组，IST后单纯del（13q）组反应率为100%，而del（13q）合并其他遗传学异常组反应率只有40%，10年总生存率分别为83%和67%，22例"MDS-U"患者多数应诊断为AA，提示合并del（13q）的AA患者对IST反应及预后较好。Maciejewski等[@b14]对30例AA患者分析发现异常核型以−7（40%）、+8（23%）比例最高，其中29例患者接受IST，+8患者总反应率接近100%，高于−7患者25%，总生存率明显高于−7患者，AA患者合并+8异常提示良性病程，伴+8患者IST反应好，且CsA治疗可以维持疗效。Babushok等[@b15]通过全基因组测序（WES）发现2例AA患者HLAⅠ类基因突变，研究团队联合HLAⅠ类基因靶向测序及单核苷酸多态性分析（SNP-A）筛选了66例AA患者体细胞HLAⅠ类基因丢失情况，其中11例（17%）患者体细胞HLA丢失，包括-A\*33:03、-A\*68:01、-B\*14:02和-B\*40:02等位基因在内的13个功能突变丢失，3例患者超过1个HLA等位基因突变，而HLA-B\*14:02和-B\*40:02在AA患者中过表达，AA患者无论合并何种HLA突变，病情都更严重，MDS进展率更高，对IST效果不佳。

2．端粒改变：端粒是染色体末端一种特殊结构，随着年龄增长端粒逐渐消耗缩短，端粒过短细胞周期停止或死亡，而端粒酶逆转录酶（TERT）以RNA为模板利用逆转录方式合成DNA链来延长端粒，是决定端粒长度的关键因素。Scheinberg等[@b16]研究显示SAA患者白细胞端粒越长IST后复发率越低，端粒越短患者生存期越短，端粒长度虽不能预测IST后血液学反应，但长端粒组AA患者IST后总体生存率较好。Park等[@b17]报道AA患者端粒长度明显低于正常对照，伴有细胞遗传学或体细胞突变的AA患者端粒长度比核型正常AA患者更短，但AA病情严重性与端粒长度无关，伴端粒缩短AA患者对IST反应较差，端粒越短IST缓解率越低，端粒长度变短不仅是AA的生物学标志，而且还是AA患者对IST反应不佳的预测标志。在对儿童AA患者研究中，发现儿童AA患者白细胞端粒长度较年龄相符正常儿童患者缩短，端粒缩短越明显的患者IST后6个月反应率及5年总生存率越低，多参数分析显示端粒长度缩短、诊断时PLT\<25×10^9^/L、诊断时到IST间隔时间\>25 d都预示IST反应差[@b18]--[@b19]。Jaime-Pérez等[@b20]使用达那唑一线治疗AA患者，3个月疗程可以有明显的红细胞生成效应，与IST联合使用能进一步改善AA的疗效，达那唑通过增加CD34^+^细胞端粒酶活性增加AA患者白细胞端粒长度发挥作用，进一步说明AA患者端粒长度对AA患者IST血液学反应的重要预测价值。Townsley等[@b21]研究达那唑治疗端粒病的应用，揭示了在健康人中端粒也会随年龄增长逐渐消耗，而端粒病患者端粒消耗速率明显高于健康人，对12例AA患者应用达那唑治疗，6、12、24个月患者产生明显的血液学反应，治疗1年后端粒长度增加，2年后所有AA患者白细胞端粒消耗速率恢复正常，端粒长度明显延长，通过改变端粒长度，可以改善IST疗效，达那唑之所以在AA患者IST治疗中产生疗效，在于可以上调淋巴细胞和CD34^+^造血干细胞TERT基因表达和端粒酶活性，延长患者端粒长度，端粒越长AA患者IST疗效越好。但成人AA患者端粒长度缩短在预测AA患者IST疗效时不如儿童患者端粒长度明显，可能与端粒长度随着年龄的增长而缩短有一定关系，成人AA患者端粒长度与相同年龄正常人差距相对儿童AA患者较小。

3．合并阵发性睡眠性血红蛋白尿（PNH）克隆：有研究表明通过高敏感流式细胞术检测发现超过50%的AA患者诊断时合并小PNH克隆[@b22]。AA患者伴存小PNH克隆与其免疫病理机制密切相关，既往研究认为AA患者伴有小PNH克隆预示IST反应较好[@b22]--[@b23]。国内张凤奎教授团队评估97例SAA患者IST疗效，合并小PNH克隆与未合并PNH克隆患者比较，6个月反应率分别为66.7%及31.5%，12个月反应率分别为75.0%及46.6%，合并小PNH克隆SAA患者IST反应较好，PNH克隆能够作为AA患者IST后血液学反应的一个很好的预后因素[@b24]。日本一项多中心、前瞻研究初步分析171例AA合并小克隆PNH患者完整3年随访数据，PNH（+）患者对IST反应（92.5%）优于PNH（−）患者（68.8%），合并PNH克隆预示更好的IST反应[@b25]。Nevill等[@b26]回顾性研究\>16岁AA患者IST疗效，发现含PNH克隆AA患者对IST反应较好，但单核细胞PNH克隆为主的AA患者多表现为非重型AA（NSAA），且对IST反应相对较差，以上结果表明合并少量PNH克隆的存在对AA患者治疗的选择意义很大，尤其年轻合并PNH克隆患者可以首选IST。Narita等[@b27]分析113例儿童AA患者显示PNH（+）AA患者IST后6个月反应率为77%，高于PNH（−）AA患者（36%），多元回归分析提示诊断AA时PNH阴性、端粒缩短、ARC减低均是预测AA患者IST后6个月反应欠佳的独立预测因素，但依据有无PNH克隆及端粒长度\<−1.21SD分为预后差组（无PNH克隆及端粒长度\<−1.21SD）及预后好组（合并PNH克隆及端粒长度较长），IST治疗6个月反应率分别为19%、70%，5年无移植生存率和无失败生存率预后差组均低于预后好组，而5年总生存率差异无统计学意义，可能与部分患者行HSCT补救治疗有关，说明联合PNH克隆及端粒长度能够更好地预测IST反应。

（三）治疗干预

1．G-CSF：EBMT对新诊断的192例不适合移植SAA患者行IST±G-CSF治疗，G-CSF治疗30\~240 d后G-CSF组ANC高于无G-CSF组，G-CSF治疗在一定程度上可以改善IST反应，尤其对ANC\>0.5×10^9^/L的SAA患者更明显；IST联合G-CSF治疗对SAA患者的总生存率、无事件生存率、缓解率、复发率及死亡率没有显著效应，但可以减少VSAA患者住院时间并降低早期感染风险，应用G-CSF能够预测早期疗效，对G-CSF治疗反应好提示IST治疗效果好[@b5]。国内武志洁等[@b28]回顾性分析125例IST SAA患者，结果显示G-CSF治疗后ANC反应组IST后3个月及6个月血液学反应率分别为49.0%及61.2%，明显高于无反应组（28.9%及40.8%），ANC反应组患者5年总生存率显著高于无反应组\[（92.8±4.0）%对（69.5±6.5）%\]；以G-CSF治疗10 d内ANC增加≥0.5×10/^9^L作为ANC反应界值预测IST后3个月及6个月疗效最佳，提示IST治疗前应用G-CSF治疗出现ANC反应可提示骨髓残存造血，是方便实用的预测患者IST早期疗效及长期生存的指标。

2．ATG类型：既往报道不同ATG种属对SAA患者IST疗效有较大差异。Scheinberg等[@b29]通过一项随机试验比较马（60例）和兔（60例）ATG治疗SAA患者疗效，3个月和6个月血液学反应马ATG组分别为62%、68%，明显高于兔ATG治疗组（33%、37%），兔ATG作为一线治疗SAA疗效次于马ATG，总生存率低于马ATG，但3年复发率及克隆演化率两者无差异。EBMT前瞻性研究比较兔ATG治疗35例AA及马ATG治疗105例临床相匹配AA疗效：最佳反应率分别为60%、67%，2年生存率分别为68%、86%，兔ATG治疗组3个月无血液学反应，3个月、6个月反应率明显低于马ATG组，但随着时间延长，一旦出现治疗反应，两者可能接近，但兔ATG治疗的患者生存率更低，可以将兔ATG治疗AA作为影响IST治疗反应及生存的独立预测因子[@b30]。一项Meta分析纳入13个研究，结果显示兔ATG治疗AA患者3个月早期死亡率高于马ATG，但差异没有统计学意义，马ATG治疗AA患者6个月总反应率优于兔ATG[@b31]。原因可能是虽然两种ATG对CD8^+^细胞的清除相似，但兔ATG对CD4^+^细胞的清除超过了对调节性T细胞的正作用，相关副作用更大，同时更长时间的淋巴细胞减少对ATG后的骨髓恢复不利。但Vallejo等[@b32]通过回顾研究33个中心231例SAA患者IST疗效，兔ATG治疗组（169例）和马ATG治疗组（62例）45个月累积反应率及生存率差异无统计学意义，虽然兔ATG组3个月反应率稍低于马ATG组（63%对66%），但12个月反应率兔ATG组达到84%，高于马ATG组的76%，兔ATG组早期由于感染等原因导致早期死亡率高，且出现治疗反应时间长，但两组总体疗效相似。国内报道猪ATG（45例）与兔ATG（32例）治疗SAA患者1年反应率分别为83.87%、66.67%，5年生存率分别为82.22%、68.75%，猪ATG疗效优于兔ATG[@b33]。但目前猪ATG与马ATG治疗SAA的疗效比较尚无研究。

（四）其他因素

1．Treg亚群：Kordasti等[@b34]采用多参数大量血细胞计数（CyTOF）鉴定出2种特异Treg亚群（TregA和TregB），免疫表型分别为CD4^+^CD25^hi^CD127^lo^CD95^−^CD45RA^hi^CCR4^lo^及CD4^+^CD25^hi^CD127^lo^CD95^+^CD45RA^lo^CCR4^hi^。AA患者与正常人相比，Treg水平明显减低，但TregB比例下降更明显，而Treg A比例升高。TregB在IST反应AA患者中占优势，抑制Tcon（经典的CD4^+^ T细胞）分泌IFN-γ及TNF-α的功能明显强于TregA，IST无反应组与反应组比较，TregB比例更低，提示AA患者治疗前TregB水平越低，IST治疗反应可能越差。TregB富含细胞周期蛋白，比TregA更容易进入细胞周期，且能预测AA患者对IST疗效，TregB比例越高IST疗效越好，可以作为预测AA患者IST反应的生物学标志。

2．血清TPO及可溶性转铁蛋白受体（sTfR）水平：既往研究AA患者血清TPO水平明显升高，且升高程度与AA患者病情呈正相关[@b35]。Elmahdi等[@b35]评估85例SAA患者IST疗效与血清TPO水平的关系，6个月无反应者血清TPO水平（1 555.8 pg/ml）高于有反应者（1 284.7 pg/ml），TPO\>1 796.7 pg/ml可以作为SAA患者6个月IST反应的独立不良预后因素，同时TPO水平高的SAA患者5年生存期明显低于TPO水平低的患者，所以SAA患者诊断时检测血清TPO水平有助于预测IST反应，决定治疗方案。国内有专家报道SAA患者IST后6个月获得血液学反应患者sTfR基线水平高于未获得血液学反应者，血清TPO水平低于未获得血液学反应者，根据ROC曲线获得sTfR及TPO预测IST后6个月血液学反应的界限值，采用相应界限值对患者进行分组，7例高sTfR及低TPO水平患者IST后6个月均获得血液学反应，9例低sTfR及高TPO水平患者中仅1例获得血液学反应，提示血清sTfR及TPO水平可以预测AA患者IST近期疗效[@b10]。

3．IFN-γ水平：IFN-γ在AA发病中发挥重要作用，是Th1型细胞产生的造血负凋控因子，骨髓和外周血T细胞IFN-γ表达增高。Sloland等[@b36]报道T细胞胞质IFN-γ水平增高的SAA患者对IST反应较好，而且17例复发患者IFN-γ表达水平升高先于血细胞下降，提示T细胞胞质内IFN-γ表达水平可有效预测AA患者IST疗效及监测其复发。Chang等[@b37]证实了AA患者IFN-γ单核苷酸多态性+874（T/A）直接影响IFN-γ基因表达，与AA患者IST反应相关。

二、SAA患者IST后恢复规律

（一）造血功能恢复规律

目前报道SAA患者IST治疗总有效率可达到70%\~80%。我中心曾对接受IST的56例SAA患者中位随访390 d，白细胞、红细胞、血小板恢复正常的中位时间分别为35 d、11个月及12.5个月，SAA组中治疗后6个月100%的患者骨髓红系比例及ARC恢复正常，88%的患者完全脱离血制品输注，VSAA组中治疗后9个月90%的患者骨髓（胸骨）红系比例恢复正常，80%的患者ARC恢复正常，80%的患者完全脱离血制品输注，SAA组宜以治疗后6个月，VSAA组宜以治疗后9个月作为首次IST治疗是否有效的观察时间点[@b38]。Rosenfeld等[@b39]中位随访122例SAA患者IST后7.2年，结果显示3及6个月血液学反应率分别为60%及61%，7年生存率达到55%，ANC恢复相对较快，3个月以内基本恢复正常，血小板虽稳步上升，1年左右恢复至正常。国内外专家多认为将观察点定于3个月，可以准确评估血液学反应和造血恢复规律，也有专家认为50% SAA患者在IST后3个月缓解，90%在治疗后6个月缓解[@b40]--[@b41]。

（二）免疫功能恢复规律

我中心随访观察IST治疗达到CR的31例SAA患者免疫指标恢复情况，发现IST后6个月CTL的激活首先受抑，这是接受IST效果良好的SAA患者首先出现反应的免疫指标，可早期预测患者的疗效；IST后1年，Th1/Th2细胞比值明显减低，Th1优势逐渐被减弱，SAA的免疫功能异常在Th细胞比例上重新趋于平衡，是IST有效的重要标志；IST后3年，mDC/pDC比值降低，在AA发病"免疫激活瀑布"中的上游环节最迟出现改善，提示上游的微小变化即可在下游引发放大效应，故下游免疫指标早于上游出现改善。AA患者的免疫状态于治疗后3年方可恢复至大致正常水平，虽然血液学完全缓解，但引起SAA发病的免疫瀑布仍旧存在，若停用免疫抑制剂，患者容易复发，因此CsA用药务必强调长疗程[@b42]。英国2016年AA指南推荐CsA起始于ATG同时/激素停药（ATG开始后4周），减量过快会增加复发风险，一般推荐疗效达到平台期后继续服药至少12个月，也是考虑到血液学缓解后免疫状态尚未恢复，容易出现复发[@b1]。Scheinberg等[@b43]认为CsA疗程超过1年（2年）与6个月相比不能防止复发，只是推迟复发，不增加克隆演变的风险，有利于维持缓解但不能延长总生存。

综上所述，目前国内外研究显示年龄小、病情较轻、ARC\>25×10^9^/L且ALC\>1.0×10^9^/L、染色体异常+8或del（13q）、存在PNH克隆是AA患者IST疗效好的预测因素；端粒长度虽不能预测血液学反应，但长端粒组IST后总体生存率较好。此外还有其他一些潜在的预测因素，如免疫指标、细胞因子、治疗方式等，可能对预测IST反应有帮助，但是仅凭单一因素可能不足以准确预测疗效，目前应联合多种指标综合评估IST疗效。IST通过调控SAA患者免疫功能起到改善其造血功能的作用，免疫指标的恢复具有时间顺序，有规律可循，血液学缓解快于免疫异常指标的恢复，血液学缓解后免疫状态尚未恢复，容易复发，目前推荐CsA用药务必强调长疗程。将来需通过多中心、大样本的前瞻性临床研究，建立具有临床指导意义的预测评分体系，以实现治疗早期即可对IST疗效准确评估，同时寻找小剂量CsA合适维持治疗时间及剂量来避免复发，及时调整治疗，甚至寻找到新的治疗方法，以期进一步提高SAA患者IST疗效。
